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摘要：【目的】筛选具有较快生长速率及较强产油能力的微藻，探究所获得微藻的生理生化性能及不

同培养方式对其生物量、产油能力、碳消耗等生长特性的影响与藻种对pH的适应能力。【方法】通过

磷酸香草醛测定法及尼罗红染色对微藻进行初筛复筛，通过设置光合自养、异养和混养等3种培养方

式，并采用气质联用等方法，研究不同培养方式对所获微藻生长特性、所产油脂脂肪酸组成以及碳代

谢等方面的影响。【结果】筛选出两株产油能力较强的藻株H、Z8，其油脂产量分别可达1.140.05 g/L

和1.330.10 g/L，经形态观察和分子生物学鉴定初步表明藻株H属布朗单针藻(Chlorolobion braunii)、

藻株Z8属链带藻(Desmodesmus intermedius)。构建了不同培养方式下微藻动力学模型，H、Z8属于生长

偶联型。当培养环境的pH处于6.0–9.0，对藻株H、Z8的总脂量与生物量无明显差异(P<0.05)。【结论】

筛选获得的藻株H、Z8中C16与C18脂肪酸占总脂肪酸的比率能达到90%以上。藻种在混养条件下生物

量积累优于异养，但异养条件下更加有利于油脂的积累，且H、Z8均具有较为宽泛的pH适应能力，是

具有一定产业化应用潜力的优良产油藻株。 
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随着传统化石燃料的日益枯竭，以及世界经

济发展对能源需求的逐年增加，寻找一种可替代

化石燃料的新型能源物质是解决世界能源需求

的关键所在[1–2]。与化石能源相比，生物柴油作为

一种较为成功的可替代传统化石燃料的能源物

质，其温室气体排放更少、燃料供应来源更广。
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因此，寻找分布较广、数量庞大、成本低廉的油

脂原料已成为生物柴油产业研究的热点。要想加

快发展微藻生物能源技术，获得高油脂含量及生

长快速的藻种是目前微藻生物质能源产业化必经

途径之一。Taleb 等[3]开发了一套新的微藻筛选程

序：高效高产光生物反应器的快速预筛选和在平

板光生物反应器中的深度筛选，他们通过该筛选

方 式 获 得 了 细 胞 脆 性 较 高 的 凯 氏 小 球 藻

(Parachlorella kessleri UTEX2229) 和 微 拟 球 藻

(Nannochloropsis gaditana CCMP527)，以此两株微

藻为生产藻株，在光生物反应器中三酰甘油的生

产力达到 2.7×10–3 kg/(m2·d)和 2.3×10–3 kg/(m2·d)。

Hugo 等 [4] 利 用 荧 光 激 活 细 胞 分 选 (fluorescence 

activated cell sorting，FACS)法分离出一株富含脂

质的绿藻(Tetraselmis sp. CTP4)，当以 CTP4 为生

产藻株，通过缺氮两步法进行培养，最终藻株中

油脂含量达到 33%，其脂肪酸成分中含有少量双

键 的 多 不 饱 和 脂 肪 酸 ( 占 总 脂 肪 酸 含 量 的

25.67%)，这种特点能够满足大多数国家制订的生

物柴油标准。Nitta 等[5]基于胞内蛋白定位和来自

大型种群的细胞间相互作用，利用智能图像激活

细 胞 分 选 技 术 (intelligent image-activated cell 

sorting，IIACS)对低 CO2 诱导蛋白异常定位的莱

茵衣藻突变体进行了分类。该方法能够将直径范

围在 3–30 μm 的各种微藻细胞的胞内化学分布及

形态特征进行智能区分，从而提高微藻选育的效

率。因此，通过不同筛选方法获得产油性能优良的

藻株是克服微藻生物柴油工业化障碍的重要方法。 

为丰富产油微藻的藻种资源，本研究通过磷

酸香草醛测定法及尼罗红染色方法快速分离筛选

得到两株具有较强产油能力的微藻 H、Z8，同时

构建了两种藻株在不同培养方式的动力学模型，

并研究了不同 pH 调控下的微藻生物量、总脂量、

叶绿素含量等方面的变化情况，同时初步探究了

其高产油脂的内在生理特性。通过本研究的开展，

可为微藻生物柴油的藻种选育及提高其产油性能

提供一定的理论及实验参考。 

1  材料和方法 

1.1  高产油藻株的分离纯化 

本实验所用水样采自江西农业大学校园及附

近水域以及福建省泰宁县世界地质公园上清溪流

域，富集培养后，取 100 μL 水样涂布于 BG-11 培

养基[6–7]中进行分离。(27±1) °C 条件下培养 20 d

后挑取单藻在固体平板上划线分离，直至水浸片

法镜检得到单一藻细胞，纯化后转移至 50 mL 异

养 BG-11 培养基种进行异养培养。 

1.1.1  自养培养：以 10%的接种量将对数生长期

的藻液接种于 BG-11 培养基中，置于光照强度为

3600 lux、12 h:12 h 光照黑暗循环，于 120 r/min、

温度(27±1) °C 条件下培养。 

1.1.2  异养培养：以 10%接种量接种对数生长期

的藻液于 BG-11 异养培养基中(将 Na2CO3 换成    

15 g/L 葡萄糖，使其作为唯一碳源)，于 120 r/min、

温度(27±1) °C 下培养，摇床中避光培养。 

1.1.3  混合培养：以 10%的接种量接种对数生长

期的藻液于添加 15 g/L 葡萄糖的 BG-11 培养基中，

其他培养条件与自养相同。 

在微藻培养过程中，取稳定期藻液，使用尼

罗红染色法进行活体染色，将染色后的藻液用正

置荧光显微镜(Nikon ECLIPSE 50i)对藻细胞内部

的油脂颗粒进行观察，具体步骤如下：取 100 μL

稳定期藻液，添加 100 μL 的尼罗红染料，振荡混

匀后于 20 °C 黑暗处理 3 min，然后用正置荧光显
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微镜于蓝光激发光下观察细胞内染色油脂形态，

初步确定高产油脂藻株。 

1.1.4  高脂藻株的复筛：将初步确定为高产油脂

的藻株在 200 mL 的异养培养基中进一步扩大培养

7 d，使用磷酸香草醛比色法对微藻进行复筛[8–9]。

取 5 mL 藻液，于 4000 r/min 条件下离心 10 min，

弃去上清液用蒸馏水洗涤 1–2 次，定容至 5 mL。

加 2 mL 18 mol/L 的 H2SO4，沸水浴 10 min，然后

常温水浴 5 min。取具塞试管加 5 mL 的磷酸香草

醛溶液，振荡均匀，37 °C 水浴 15 min，然后常温

水浴 10 min，通过观察颜色的深浅变化筛选出高

产油性能的藻株。 

1.2  分子生物学鉴定[10] 

取对数生长期的藻液，离心后将下层藻泥置

于另一离心管中，使用新型植物基因组 DNA 提

取试剂盒(北京康为世纪生物科技有限公司)提取

微藻的总 DNA。藻种采用 18S rDNA 通用引物

(g01：5′-CACCTGGTTGATCCTGCCAG-3′和 g07：

5′-AGCTTGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3′) 

(Beijing TsingKe Biotech Co.Ltd)，PCR 反应条件[11]

如下：95 °C 预变性 5 min；15×[95 °C 变性 1 min；

65 °C 退火 30 s (每循环一次下降 1 °C)；72 °C 延

伸 1 min]；20×[95 °C 变性 1 min；50 °C 退火 30 s；

72 °C 延伸 1 min]；72 °C 延伸 10 min；将已获得

PCR 扩增片段于 4 °C 条件下保存备用。用 1.0%

的琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，将正确大小条带

切胶回收并进行测序(由 Beijing TsingKe Biotech 

Co.Ltd 完成)。比对得到正确序列后，提交 NCBI

数据库进行 Blast 比对分析，鉴定种属信息采用软

件 MEGA7.0 构建进化树进行遗传分析。 

1.3  碳源对微藻产油能力的影响 

分别将 15 g/L 的碳源(葡萄糖、糖蜜、糊精、

可溶性淀粉、D-麦芽糖、蔗糖、甘油、半乳糖、

木糖、甘露醇)作为唯一的碳源加入到 BG-11 培养

基中，接入 10%种子液，进行异养培养，培养   

168 h 后测定生物量及总脂量。 

1.4  不同 pH 条件对微藻生长的影响 

采用 1 mol/L HCl 与 NaOH 将 BG11 异养培养

基的 pH 分别调至 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、

10.0 等 7 个梯度，用 0.22 μm 滤膜过滤除菌后分装

至已灭菌的 500 mL 三角瓶中，按 10%接种量进行

接种，(27±1) °C 条件下培养 168 h，分析不同 pH

梯度对生物量、总脂量及叶绿素含量的影响。 

1.5  富油微藻动力学模型 

在微藻生长产油过程中，基质(葡萄糖)的消耗

主要可分为 3 个部分，即：构成藻体主要成分、维

持藻体生长代谢以及合成脂类物质。根据细胞生长

动力学 Logistic 模型、通用模型 Leudeking-piret 及

Luedeking-piret 修正模型[12–13]，对微藻的产油过程

中的生物量、总脂量以及总糖消耗的动力学进行

分析，模拟培养过程中微藻生长、总脂量以及总

糖消耗同时间之间的关系。 

1.6  油脂提取方法 

采用改良氯仿甲醇提取法[14]：取 1 g 冷冻干

燥的藻粉，加入适量石英砂研磨至细粉，然后加

入一定量的低浓度盐酸沸水浴一定时间，室温下

用氯仿-甲醇(V/V，2:1)提取 1 h，充分浸提 2 次。

离心后取氯仿层(下层)于离心管中将锥形瓶放置

60 °C 烘箱中烘干至恒重，称重计算油脂含量(公

式 1)或总脂量(公式 2)。 

油脂含量(%)=(油脂质量/细胞干重)×100%  (1) 

总脂量(g/L)=油脂质量/培养基体积       (2) 
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1.7  叶绿素含量测定 

取 10 mL 藻液于 4000 r/min 条件下离心     

10 min，加入 90%丙酮溶液振荡均匀，放入 4 °C

冰箱中浸提 24 h；提取结束后将样品于 4000 r/min、

4 °C 条件下离心 10 min；取离心后上清液(全过程

黑暗中进行)，用分光光度计测定其在 664 nm 和

647 nm 的吸光值，根据绿藻测定叶绿素的公式，

测定叶绿素 a、b[15]。 

1.8  脂肪酸成分分析 

皂化处理：称取 10 mg 藻油，添加 1.5 mL 7.5% 

(W/V) KOH/CH3OH，于 70 °C 热水中水浴 4 h。 

甲酯化：加入 1 mL HCl/CH3OH (1:1，V/V)和

1 mL 14% BF3/CH3OH，于 70 °C 热水中水浴 1.5 h

进行甲酯化，冷却至室温，加入 0.5 mL 0.9% NaCl

溶液和 2 mL 正己烷，4000 r/min 离心 5 min，取

上层正己烷溶液(用氮气吹干)，继续使用 2 mL 色

谱级正己烷重新溶解，0.22 μm 有机滤膜过滤，封

口待测[16]。 

使用 Agilent 7890/5975C 型气相色谱-质谱联

用仪对微藻脂肪酸成分分析，所用色谱柱为 30 m× 

0.25 mm×0.25 μm 毛细管柱(HP-5MS)对照数据库，

识别峰，计算峰面积[17]。 

2  结果和分析 

2.1  产油微藻的形态鉴定 

按 1.1 所示方法对采集到的水样进行分离纯

化，最终获得 42 株藻株，将其转移至异养培养后，

通过分析藻株形态、细胞干重及产油能力等，共

获得了 10 株生长较快或油脂含量相对较高的藻株

(表 1、图 1)，通过藻体外形观察发现藻株的细胞

形态主要呈球形、梭形及马蹄形，外表颜色呈浅

绿色、绿色，色素体呈杯状或片状等；同时结合

《中国淡水藻类-系统、分类及生态》对 10 株微

藻进行初步分类鉴定，发现所获得的微藻主要分

布于绿藻门(Chlorophyta)。 

从表 1 可知，X11、X2、Y25 与 L8 的含油量较

高，但是其生物量较低，从而导致它们的总产油

量反而不高；X6、L4 的含油量相对较低，但是其 
 

表 1.  藻种编号及培养特性 

Table 1.  The serial number and culture’s characteristic of microalgae 

Strains Species Size/μm Biomass/(g/L) Total lipid/(g/L) Lipid content/% Culture characteristics 

X6/L4 Chlorella 13.400.73 4.910.59 0.770.12 15.560.59 Smooth, dark green, easy to 
dissolve, not easy to settle 

H Chlorolobion braunii 12.272.26 4.060.35 1.140.05 28.783.31 Smooth, dark green, extremely 
soluble, easy to settle 

Z8/C/B Desmodesmus intermedius 14.992.01 3.790.83 1.140.53 32.8310.36 Smooth, dark green, extremely 
soluble, easy to settle 

X11/X2 Chlorella 4.221.43 2.220.18 0.620.12 27.643.22 Smooth, dark green, extremely 
soluble, easy to settle 

Y25 Kirchneriella 6.251.32 1.030.08 0.250.04 24.172.01 Smooth, light green, easy to 
dissolve and settle 

L8 Monoraphidium 14.530.93 1.960.12 0.470.03 24.103.01 Rough, dark green, easy to 
dissolve and settle 
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图 1.  部分藻种光学显微镜图片 

Figure 1.  Several microalgae under light microscope. 
The letters in the picture are the serial numbers of the 
strains, indicating different types of microalgae. 

 

生物量大，使其总脂量相对提高，但是其产油能

力仍无法与 H、Z8、C 与 B 相比。从上述可知，

产油能力较强的藻种分别是 H、Z8、C 与 B。 

尼罗红是一种具有较强荧光特性的疏水性染

料，能够与脂类物质结合，在特定波长的激发下

发出强烈的橙黄色或红色荧光[18]。将产油能力较

强的 H、Z8、C 与 B 进行尼罗红染色，从微观结

构上观察油脂颗粒。染色后的荧光显微镜图片如

图 2 所示，H、Z8 在蓝光下发出较明亮的黄色荧光，

可较为清晰地看到细胞内明亮的油脂颗粒，而与

Z8 同属的 C、B 荧光显微镜图片未观察到强烈荧

光。综合考虑待定藻株的生物量、总脂量等信息，

本研究后续实验将采用藻株 H、Z8 进行。 

 
 
图 2.  微藻尼罗红染色效果  

Figure 2.  The effect of microalgae’s Nile red staining. 
The letters in the picture are the serial numbers of the 
strains, indicating different types of microalgae. 
 

2.2  分子生物学鉴定 

以藻种 DNA 为模板，通过扩增、测序得到不

同藻种 18S rDNA 基因序列，然后登陆 NCBI 数据

库 与 将 所 得 基 因 序 列 与 已 有 的 同 源 序 列 进 行

BLAST 比对，并利用 MEGA7.0 软件进行多序列

同源性比对，同时绘制出系统发育树(图 3)。结果

显示 H、Z8 与布朗单针藻(Chlorolobion braunii)和

链带藻(Desmodesmus intermedius)高度相似，H 的

DNA 序列同 KT833591.1 Chlorolobion braunii 的

部分片段相似度高达 100%，Z8 的 DNA 序列同

KJ616760.1 Desmodesmus intermedius 的部分片段

相似度高达 99.35%，属于栅藻属 Scenedesmus 的

亚属 Desmodesmus 中的一种。因此，通过 18S 

rDNA 分子生物学鉴定可知 H 和 Z8 分别属于布朗

单针藻(MK920311.1)和链带藻(MN137876.1)。 

2.3  不同碳源对藻株生长的影响研究 

在培养基中添加有机碳源，可促进微藻的生

长和提高细胞内物质的含量[19]。为研究不同碳源

对藻株 H、Z8 生长的影响，本实验通过改变异养 
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图 3.  基于 18S rDNA 基因序列构建的系统发育树 

Figure 3.  Phylogenetic tree constructed for strains based on 18S rDNA gene sequences homology. Evolutionary 
distances showed in the figure were calculated by MEGA7.0; 0.1 substitution per nucleotide. Numbers in 
parentheses represent the sequences accession number in GenBank. The number at each branch points is the 
percentage supported by bootstrap. 
 

BG-11 培养基中碳源类型，探究碳源对藻株 H、

Z8 的生长影响，实验结果如表 2 所示。H 利用不

同碳源生成油脂的产量高低依次是葡萄糖>糖

蜜>糊精>可溶性淀粉>D-麦芽糖>蔗糖>甘油>半

乳糖>木糖>甘露醇。Z8 组利用不同碳源合成油脂

的产量高低依次是葡萄糖>糊精>可溶性淀粉>蔗

糖>甘油(其余碳源对 Z8 的培养与自养培养相比未

起到促进作用)。对比两组对碳源的利用情况可 

知，两株藻异养培养中最佳碳源均是葡萄糖，此

时藻株 H 和 Z8 的总脂量分别可达 1.140.05 g/L

和 1.330.10 g/L。因此可以得出，培养液中添加

葡萄糖可以提升 H、Z8 的生长性能。 

2.4  不同 pH 条件对微藻生长的影响 

从图 4、5 可知，在本实验所设定的 pH 范围

内，H、Z8 的生物量变化趋势变化极小(P>0.05)。

具体而言，总脂量均随着 pH 的增大先升高再下 
 

表 2.  碳源同化结果 

Table 2.  The results of carbon source assimilation 

Carbon sources 
H Z8 

Biomass/(g/L) Total lipid/(g/L) Biomass/(g/L) Total lipid/(g/L) 

D-glucose 4.060.35 1.140.05 5.390.11 1.330.10 

Sucrose 0.820.03 0.200.01 1.100.10 0.160.00 

D-(+)-Maltose  1.360.08 0.210.00 - - 

Glycerol 0.800.09 0.150.02 0.260.02 0.080.00 

Dextrin 1.430.10 0.230.00 2.710.09 0.300.00 

α-Lactose 0.690.03 0.150.01 - - 

D(+)-Xylose 0.950.05 0.140.00 - - 

Starch Soluble 1.530.05 0.260.04 2.200.07 0.200.00 

D-Mannitol 0.740.01 0.130.01 - - 

Molasses 2.350.09 0.480.01 - - 

“-” Indicates that the carbon source has no positive effect on its biomass/total lipid compared with autotroph. 
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降，H 与 Z8 的最佳 pH 分别为 7.0 和 6.0，在此条

件下油脂的具体产量分别为 0.82 g/L 和 0.79 g/L。

pH 的变化对 H、Z8 中叶绿素 a、b 有一定的影响，

叶绿素的含量变化会影响微藻细胞捕捉和利用光

的能力，同时也影响了光能在叶绿体中的分配[20]。

在本研究中，叶绿素 a 含量随着 pH 的增大，呈现

先上升后下降的趋势，与产油变化趋势一致；在

pH 为 7.0 时，H、Z8 叶绿素 a 含量达到最大，此

时 H 与 Z8 的叶绿素 a 含量分别达到 67.11 μg/mL

和 6.38 μg/mL。叶绿素 b 含量随着 pH 的增大先上 

升后下降，在 pH 为 7.0 时，H、Z8 叶绿素 b 含量

达到最大 34.62 μg/mL 和 2.28 μg/mL。因此，上述

实验数据表明培养基的 pH 对叶绿素含量的影响

较大。 

2.5  脂肪酸成分分析 

作为理想的生物柴油，所含油脂中的脂肪酸

需具有较长的碳直链、尽可能少的碳支链，含有

较少双键且含有一定的 O 元素，分子中不含有芳

香烃结构[21]。利用 GC-MS 对藻株 H、Z8 中的全部

脂肪酸成分进行分析，其结果如表 3 和图 6 所示。 

 

 
 

图 4.  不同 pH 对微藻产油及生物量的影响(A：Z8、B：H) 

Figure 4.  The effect of different pH on lipid content and biomass of microalgae. A: the effect of pH on the 
biomass and total lipids of Z8. B: the effect of pH on the biomass and total lipids of H. The error bar represents the 
standard deviation of three parallel samples. And “a, b, c, d, e” in the figure indicates significance. 
 

 
 

图 5.  不同 pH 对微藻叶绿素含量的影响(A：Z8、B：H) 

Figure 5.  The effect of different pH on chlorophyll content of microalgae. A: the effect of pH on the chlorophyll 
content of Z8. B: the effect of pH on the chlorophyll content of H. The error bar represents the standard deviation of 
three parallel samples. And “a, b, c, d, e” in the figure indicates significance. 
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表 3.  两种富油微藻脂肪酸成分 

Table 3.  Fatty acid composition of two microalgae strains 

Fatty acid composition 
Strains 

Z8 H 

C16:0 29.540.40 34.100.1.27 

C18:0 3.120.01 - 

C18:1 35.280.07 36.140.49 

C18:2 14.600.57 20.360.69 

C18:3 9.300.28 - 

Others 8.160.08 9.401.13 

“-” Indicates that the fatty acid component doesn’t exist and the 
fatty acids in the table are relative percentages. 

 

从表 3 和图 6 可知，H、Z8 的 C16 和 C18 相

对脂肪酸含量占总脂肪酸的比率分别为 90.6%和

91.84%。从脂肪酸甲酯的总量来看，脂肪酸甲酯

含量变化依次为十八碳烯酸甲酯(C18:1)、棕榈酸

甲酯(C16:0)及亚油酸甲酯(C18:2)，占 H 和 Z8 中的

全部脂肪酸甲酯的比例分别是 36.14%、34.10%、

20.36%和 35.28%、29.54%、14.60%。 

2.6  不同培养方式下微藻生长动力学曲线 

为探究 H、Z8 的最佳培养方式及对应的生长特

性，分别对 H、Z8 进行自养、异养及混养培养。根

据实际油脂产量及理论 μm、QP max 及 QS max，分析 H

和 Z8 产油过程中的生物量、糖含量及总脂量的变化。 

从图 7 可知，H、Z8 虽然种属不同，但在 0–  

168 h 内不同培养方式下的代谢变化趋势基本保

持一致。与异养和混养方式相比，自养方式生长

周期较长，在 0–168 h 内 H、Z8 生物量和总脂量没

有明显增长，在此阶段其生物量和总脂量的变化

趋势较平缓。在异养与混养方式下，在 0–36 h 期

间，H、Z8 处于延滞期，藻细胞生长缓慢，总脂量

没有明显增加，培养体系中的葡萄糖消耗较少；

在微藻对数生长期间(36–120 h)，体系中的葡萄糖

快速下降，总脂量急剧增加(几乎与细胞生长同

步)；在 120–168 h，体系中的葡萄糖浓度趋于 0，

H、Z8 的异养生长进入稳定期，而混养却仍然有小

范围增长。在微藻培养过程中，混养培养的 H、

Z8 在生物量上均高于异养培养的微藻，而总脂量

异养培养的 H、Z8 高于混养培养。在整个培养过

程中，油脂合成与微藻生长变化趋势一致，异养

和混养条件下的生长曲线均呈“S”型特征。表明藻

细胞生长与其油脂合成的关系可能属于生长偶联

型或生长部分偶联型。 
 

 
图 6.  微藻脂肪酸成分色谱图(A：Z8；B：H) 

Figure 6.  The fatty acid composition of two microalgae strains. “A” means the fatty acid composition of Z8. “B” 
means the fatty acid composition of H. The peak at 12.218–12.266 min is C16:0; the peak at 15.250–15.303 min is 
C18:2; the peak at 15.362–15.415 min is C18:1. 
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图 7.  不同培养条件下的代谢参数 

Figure 7.  Biomass, glucose content and lipid content 

under different culture conditions. A: the growth 

characteristics of biomass of H and Z8 under the three 

culture modes of photoautotrophy, heterotrophy and 

mixotrophy. B: the change of total lipid of H and Z8 

under the three culture modes. C: the change of the 

remaining sugar content of H and Z8 under the three 

culture modes. The error bar represents the standard 

deviation of three parallel samples. 

2.7  动力学模型拟合求解与检验 

通过 Logistic、Leudeking-piret 及 Luedeking- 

piret 修正模型，将图 5 中的实验数据进行分析，

采用 Origin9.0 软件对实验数据进行非线性拟合，

得出的各参数值、初始值及 R2 如表 4 所示。 

通过表 4 可知，利用 Logistic 方程对实验值进

行非线性拟合，能较好地描述各类藻的生长情况，

拟合的相关系数 R2 都在 0.90 以上。不同培养方式

下，H 的 μmax 均比 Z8 的值更大，说明 H 在不同培

养条件下的生长适应性、生长速度及生长潜力均

优于 Z8。 

如表 4 所示，对于所有试验组，α、β 均不等

于零，但 α，β 值均较低，甚至为负值，且产物生

成相关系数 α 显著高于非生长相关系数 β。另外，

根据实验数据可知，微藻生长的稳定期基本没有

油脂生成，模型拟合的非零值应该是实验误差和

模型本身造成的。H 无论在异养还是混养条件下，

最大油脂比生成速率 QP max 的值都比 Z8 同等情况

下更大。 

利用 Ludedeking-Piret 修正方程对实验值进行

非线性拟合，能较好地描述各类藻的糖耗情况。H

与 Z8 在不同培养条件下，异养条件下底物比消耗

速率 QS max 略大于混养条件下的值。当经过 168 h

异养培养时，H 与 Z8 的生物量分别达到 3.09 g/L

和 5.39 g/L，总脂量分别达 1.06 g/L 和 1.32 g/L，

生物量分别可达自养培养方式的 8.13 倍和 6.0 倍，

混合培养的 0.97 倍和 0.83 倍，总脂量分别达自养

的 4.01 倍和 5.67 倍，混合培养的 1.63 倍和 1.10 倍。

该结果表明，虽然混合培养结合自养与异养的优

势，使微藻的生物量在培养过程中占据优势，但

在异养方式培养下，更有利于微藻 H 与 Z8 进行脂

质的合成。 
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表 4.  动力学参数模拟值 

Table 4.  The value kinetic parameter simulation 
Parameter Heterotrophy H HeterotrophyZ8 Mixotrophy H Mixotrophy Z8 

X0/(g/L) 0.0100 0.0360 0.0072 0.0964 
Xmax/(g/L) 3.1053 5.1691 3.2295 6.4375 
μm/h 0.0680 0.0605 0.0709 0.0492 
R1

2 0.9955 0.9954 0.9977 0.9922 
α 79.5220 22.6464 111.1910 18.2142 
β 1.5832×10–6 –4.4934×10–6 –9.9011×10–7 1.0980×10–5 
P0 0.0776 0.0045 0.0814 0.0673 
QP max/h 5.4075 1.3701 7.8857 0.8961 
R2

2 0.9558 0.9014 0.9375 0.9610 
k1 0.0087 –0.0059 8.3251×10–4 0.0052 
k2 4.1442 2.6518 4.0144 2.3248 
S0 15.4885 14.3660 15.3392 14.0560 
QS max/h 0.2905 0.1545 0.2847 0.1196 
R3

2 0.9869 0.9795 0.9900 0.9895 

 

3  讨论 

根据现有的研究结果，油脂含量较高的藻种主

要 分 布 在 绿 藻 门 (Chlorophyta) 、 硅 藻 门

(Bacillariophyta)和金藻门(Chrysophyta)。为获得产

油性能优良的藻种，丰富微藻生物柴油的藻种资

源。本研究从所采集的样品中分离纯化出 42 株微

藻藻种，通过多重筛选最终选育出两株油脂含量较

高的藻株 H 和 Z8，经显微形态观察与 18S rDNA

分子生物学鉴定表明，H 和 Z8 分别为布朗单针藻

和链带藻。尼罗红染色后可在荧光显微镜下看到明

显的亮黄色油滴，证明他们是高脂藻种，且 H 与

Z8 油脂含量为 25%–40%，远高于原始 CTP4 藻株

油脂含量(10%)。同时通过 GC-MS 分析发现，H 和

Z8 均具有较高的单不饱和脂肪酸，其中 C18:1 的

含量均占总脂的 35%以上，远超过 CTP4 藻株中

的单不饱和脂肪酸(25.67%)在总脂肪酸的比率[4]。

本文筛选获得的高产油脂藻株 H 与 Z8 的生物量和

油脂含量分别为 3.79–4.06 g/L 和 28.78%–32.83%，

在产油微藻筛选方面很多科研工作者也作出了

大量、高效的工作，如郝宗娣、江丽丽等[10,22]也筛 

选出产油能力较高的微藻，其生物量与油脂含量

分别为 1.6–2.25 g/L 和 29.49%–39.7%，本论文首

先通过尼罗红染色对收集的样品进行快速筛选，

该方法可在短时间内将所获微藻的产油脂情况作

出快速判别，然后通过磷酸香草醛测定法将初步

确定为高产油脂的藻株作进一步的复筛，最终获

得了藻株 H 与 Z8，其生物量与油脂产量与郝宗娣、

江丽丽等[10,22]相比有均较大的提高。添加碳源对

微藻细胞的生理和代谢可产生较大影响，能使整

个细胞处于比较活跃的生理状态。H 与 Z8 具有较

为宽泛的碳源利用能力，此特性对进一步开发微

藻 H 与 Z8 作为生物柴油生产藻株具有重要意义。

环境适应性强是作为高脂微藻的另一重要性能，

发酵过程中的 pH 值对微藻产油有一定的影响，适

宜的 pH 有利于微藻油脂积累。微藻工业化培养过

程中所需水量较大，较大的需水量使其与工农生

产及日常生活等用水产生竞争关系。本研究中所

获得的藻株 H、Z8 对 pH 有较为宽泛的适应能力，

表明该藻株具有一定的耐酸碱能力，从而降低了

微藻培养过程中对水的质量要求，也增加了其利

用工农业或生活等废水的可能性。微藻根据自身
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不同生长属性以及对光源与营养成分的不同需

求，可分为光自养、异养和混养三种培养方式[23]，

在自养条件下微藻的油脂含量一般高于异养与混

养，但其生物量往往较高，且生长周期较长[24]，

因此，与异养、混养条件相比没有时间和成本优

势。本研究所获得的藻株 H 与 Z8 在异养培养 168 h

后，生物量与总脂量分别达到 3.0–5.0 g/L 和

1.0–1.5 g/L，其生物量与总脂量分别是同样培养环

境下自养培养的 6–8 倍和 4–6 倍。另一方面，根

据 H 与 Z8 在不同培养方式下的细胞生长、油脂生

成和底物消耗的变化规律，并采用动力学模型

(Logistic、Luedeking Piret 以及 Luedeking-Piret 修

正方程)对其进行建模，结果表明微藻 H 与 Z8 的

油脂合成是生长偶联型，且异养条件下油脂的积

累优于混养。Lang 等[25]研究发现能适应异养培养

的微藻种类较少，且异养模式下会抑制一些光诱

导的代谢产物如光合色素等的合成，从而影响微

藻品质，但在异养条件下 H 与 Z8 都未对产油造成

影响，且比较混养与自养，异养培养的产油能力

更高。这表明异养条件下 H 与 Z8 具有较强的油脂

生产潜力。 

综上所述，通过尼罗红染色及磷酸香草醛比

色法从所采集的样品中分离获得了两株生长速度

快、产油能力高的微藻株 H 和 Z8，经显微形态观

察与 18S rDNA 分子生物学鉴定，表明 H 与 Z8 分

别为布朗单针藻（Chlorolobion braunii）和链带藻

(Desmodesmus intermedius)，含有较丰富的 C16 与

C18 脂肪酸。从 Logistic 和 Ludeking-Piret 动力学

模型可知 H、Z8 是生长偶联型，混养条件下有利

于微藻生物量的积累，异养条件下能够促进脂类

的合成。同时 H、Z8 具有较为宽泛的 pH 适应能力。

本研究结果对丰富微藻藻种资源及微藻培养偶联

环境污染防治的可行性提供了有益的前期探索。 
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Screening of oleaginous microalgae and assessment of its oil 
producing capability 
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Abstract: [Objective] The purposed of this study is to obtain some microalgae with fast growth and high oil 

producing ability. In addition, the effects of different culture methods on microalgae growth characteristics such as 

biomass, oil producing capacity and carbon consumption, and the adaptation of strains to pH were studied. 

[Methods] The method of phosphoric acid-vanillin reaction and Nile Red staining was used for obtaining some 

oleaginous microalgae. At the same time, different culture methods such as photoautotrophy, heterotrophy and 

mixotrophy, were studied by using GC-MS technique. [Results] Two strains of H and Z8, which could produce 

1.140.05 g/L and 1.330.10 g/L total lipid, respectively, were obtained. According to the results of morphological 

observations and 18S rDNA analysis, strains H and Z8 had the highest homology with Chlorolobion braunii and 

Desmodesmus intermedius, so the strains were identified as Chlorolobion braunii H and Desmodesmus intermedius 

Z8. Furthermore, H and Z8 belonged to the growth coupling type based on the results of the kinetic model. There 

was no significant difference in the total lipid and biomass between H and Z8 when the pH value was between 6.0 

and 9.0 (P<0.05). The percentage of C16 and C18 fatty acids in total fatty acid from the strains H and Z8 was more 

than 90%. The biomass from mixotrophy was better than heterotrophy, but it was more conducive to lipid 

accumulation under heterotrophic conditions. Furthermore, the strains of H and Z8 have a wide pH adaptability. 

[Conclusion] These results indicate that the two strains are excellent potential lipid-producing strains. 

Keywords: microalgae, kinetic parameters, lipid content, fatty acid analysis 
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